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 شماره رفرانس
 BONTB-24 

 شرح کیت  

ساخته شده است. این     Real-Time) به صورت  PCRای پلیمراز (این کیت بر اساس واکنش زنجیره

 M. microti،  M. caprae  ،M. canetti،M. bovis BCG(  های حاد بیماری سلمحصول برای تشخیص سویه

 ،M. africanum ،M. bovis( .آمده توسط این محصول باید همراه دستنتایج تشخیصی به  کاربرد دارد

  های بالینی یا آزمایشگاهی تفسیر شوند. با سایر داده 

  اصول 

  باکتری ) بر اساس تکثیر مناطق خاص ژنوم  PCRای پلیمراز (تشخیص پاتوژن توسط واکنش زنجیره

شوند.  محصول تکثیر شده از طریق فلوروسنت شناسایی می  Real-Time PCR. در واکنش  باشدمی

) تشخیص محصولات در حال  Real-Time(به صورت  PCRمشاهده شدت فلوروسنت در حین واکنش 

 سازد.ممکن می  PCRهای واکنش پس از اجرای کردن مجدد لولها بدون نیاز به بازتکثیر ر 

 اطلاعات پاتوژن 

توبرکلوسیس مایکوباکتریوم  باکتری  توسط  که  است  مزمن  و  مسری  بیماری  یک   سل 

)M. tuberculosis این بیماری به دلیل شیوع گسترده در سراسر دنیا، ۱۹۳۳شود. در سال   ) ایجاد می ،

کن کردن آن تاکنون ادامه ها برای ریشهبه عنوان یک معضل بهداشت عمومی شناخته شد و تلاش

بیوتیکی، این بیماری همچنان به یافته است؛ هرچند به دلیل مهاجرت افراد بیمار و مقاومت آنتی

  های واگیردار شناخته میشود. ن عفونتتریعنوان یکی از مهم

جمله  سویه از  سل  حاد   ،M. microti  ،M. caprae  ،M. canetti  ،M. bovis BCGهای 

M. africanum    وM. bovis   شوند. عفونت از های لنفاوی مرتبط می باعث ایجاد عفونت در ریه و بافت

ل ریوی فعال منتقل میشود. پس  طریق تنفس قطرات تنفسی حاوی پاتوژن و توسط افراد مبتلا به س 

 های هوایی ریه مستقر شده و از طریق گردش خون لنفاوی و هماتوژن،از استنشاق، باکتری در کیسه

ترین شکل بیماری سل ریوی ها انتشار یابد. شایعهای ریه و گاهی سایر اندام میتواند به سایر قسمت
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ای، استخوانی، مننژیت و غیره نیز گزارش  ه است؛ اگرچه رخداد سایر انواع بیماری مانند سل رود

  شده است. 

  ایجاد   را  بیماری  فعال  شکل  ساله،  ۲  یبازه   یک  طی   مواقع،  ٪۸۰در  و  آلوده  افراد  ٪۱۰عفونت اولیه در  

علائم   عفونت  ایمنی  سیستم  مانده،باقی   ٪۹۰  در.  میکند بدون  یا  عفونی  فرد،  و  میکند  کنترل  را 

نیست. تخمین زده می شود که یک سوم جمعیت جهان به سل نهفته مبتلا هستند؛ یعنی این افراد  

حال می توانند عفونت را منتقل کنند. در    آلوده به باکتری هستند، اما هنوز بیمار نشده اند و با این

ها به صورت غیرفعال بمانند. هنگامی که سیستم ایمنی ا سال های سل میتوانند تاین حالت، باکتری 

  ضعیف می شود، عفونت نهفته می تواند دوباره فعال شود. 

هنگامی که شکل فعال بیماری رخ می دهد، علائم (سرفه، تب، تعریق شبانه، کاهش وزن و غیره)  

برای مراجعه به پزشک ممکن است برای چندین ماه خفیف باشد؛ به همین دلیل ممکن است بیماران  

تعلل کرده و به این ترتیب بیماری را به دیگران منتقل کنند. در طول یک سال، یک بیمار سل می  

نفر را از طریق تماس نزدیک مبتلا کند. در صورت عدم دریافت درمان مناسب، نزدیک    ۱۵تا    ۱۰تواند  

های مولکولی برای تشخیص  تکنیکبه دو سوم بیماران جان خود را از دست خواهند داد. استفاده از  

حساسسریع اختصاصیتر،  و  روش تر  از  دانش تر  بهبود  امکان  آزمایشگاهی،  سنتی  های 

 کند. گیری برای کنترل آن را فراهم میاپیدمیولوژی عفونت و تصمیم

 محتویات کیت 

Title 
24 Tests 

Volume per Vial 

TB Master-A 240 μl/tube × 1 

TB Master-B 120 μl/tube × 1 

Positive Control TB 100 μl/tube × 1 

Internal Control 300 μl/tube × 1 

  . محتویات کیت ۱جدول 
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 و انتقال کیت  نگهداری 

  دمای در  باید  کیت  این  محتویات  سانتی   -۲۰کلیه  در  گراد  درجه    ، گردد نگهداری  ی تاریکو 

  .خشک استفاده نماییدو یخ با درب کیت از یونولیتجایی به منظور انتقال و جابههمچنین 

 ساعت شود. گاه نباید بیشتر از یکهیچ گراد سانتی درجه  ۴ دمای  کیت در نگهداری  

 زده (های یخروی بستهاین کیت نیاز به حمل برFrozen Ice Pack.را دارد (  

 در موجود  مواد  همان  همه  انقضا،  تاریخ  تا  روی  کیت  که  بستهطور  محصول  برچسب  بندی 

  .مشخص شده است، در شرایط مشخص شده پایدار هستند

 های متعدد ذوب و انجماد از چرخه (Freeze-Thaw)   خودداری کنید زیرا سبب کاهش حساسیت

  .شودو درنتیجه عدم کارایی کیت می 

 از قراردادن مستقیم اجزای کیت در معرض نور، گرما یا رطوبت خودداری کنید.  

  گراد) ذوب کنید. پس از ذوب  درجه سانتی  ۲۵تا  ۱۵ا را قبل از استفاده در دمای اتاق (همعرف

ها را به طور مختصر سانتریفیوژ کنید تا مطمئن شوید که مواد شدن مواد موجود در کیت، لوله

  اند.موجود در کیت به طور یکنواخت مخلوط شده

دیده شود: رکمواد و تجهیزات مورد نیاز که باید توسط کاربر تدا

 از مایکوباکتریوم DNA کیت استخراج .۱

  نوك سمپلر فیلتردار  و  مختلف ی هااندازه در تنظیم سمپلر قابل .۲

  سانتریفوژ رومیزي .۳

 بلوك خنك کننده  .۴

 درصد   ١٠وایتکس .٥

 گان و دستکش  .٦

در   دستگاه .٧ خوانش  قابلیت  مخصوصکانالبا  فلوروسنت   Cycling Green, Cycling های 

Orange  
 مورد استفاده دستگاه زافزانرم .٨

 مناسب دستگاه مورد استفاده و کپ استریپ .٩
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  نکات احتیاط عمومی

 دستورالعمل را با دقت بخوانید و قبل از استفاده محصول با تمام اجزای کیت آشنا شوید  .١
ً
لطفا

 دنبال کنید. کار حینو در
ً
 دستورالعمل را دقیقا

 قبل از استفاده، ابزارهای 
ً
ها جلو یند را با آنآسازگار را بررسی کنید و فر  Real-Time PCR لطفا

  .ببرید

 از کیت یا اجزای کیت پس از تاریخ انقضا استفاده نکنید.  

 .در کیت آزمایش از ماده دیگری استفاده نکنید 

  کنید. استفاده RNase & DNase free ر واز سرسمپلرهای فیلتردا .٢

آماده   و   نگهداری  از محل  کاملا جدا  محلی  باید در   ،گرفته شده  هاینمونه  تخلیص و    نگهداری .٣

  .ورت پذیرد مسترمیکس ص  یازس 

  .همه مواد مورد نیاز کیت قبل از شروع کار باید به طورکامل در دمای اتاق ذوب شود .٤

از ذوب شدن، کلیه   .٥ امر    کنید. این  اسپین  طور مختصرمواد را به خوبی پیپتاژ نمایید و بهبعد 

  .شودطورکامل توصیه میزمان به طی کیت در کاهش عملکرد برای جلوگیری از

انجام  (Cooling Box)های سردباید بر روی یخ یا جعبهمسترمیکس   تمام مراحل مربوط به تهیه .٦

بعد از برداشتن مقدار مورد نیاز از آن باید به سرعت  مسترمیکس   شود. استوک اصلی مربوط به

  .به فریزر منتقل شود

هاي  عینك  مصرف، و  یکبار  آزمایشگاهي، دستکش  مناسب  روپوش  شیمیائي،  کار با مواد  هنگام .٧

 محافظ داشته باشید.

ایجاد مثبت  کیت حاوی کنترل مثبت است. برای جلوگیری از آلودگی که ممکن است باعث  .٨

 .کاذب شود، کنترل مثبت را از سایر مواد موجود در کیت کاملا جدا کنید

٩. PCR یند کار را با دقت انجام دهیدآفر  بسیار حساس به آلودگی متقابل است، پس. 

  ها و مواد موجود در کیت، برای جلوگیری از آلودگی، دستکشهنگام کار با نمونه .١٠
ً
ها باید مرتبا

 .تعویض شوند

ها و مواد موجود در کیت  های جداگانه و اختصاصی استفاده کنید. هنگام کار با نمونهتیپاز  .١١

 .استفاده کنید DNA و RNA های فیلتردار برای جلوگیری از ورود آلودگیاز میکروتیپ

لوله  .١٢  
ً
با دو دستکش یکبار PCR هایلطفا درستی دور بیندازید.    بندی کرده و بهمصرف بستهرا 

 .باز نکنید تکثیرپس از را  PCR هایلوله 
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 .ف بپرهیزیدمواد یکبار مصر از استفاده ی مجدد .١٣

درستی دور    ها باید به ند، کیت استفاده شده و زباله ه اشداستفاده    که بلا   کیتمواد موجود در .١٤

 .انداخته شوند

  وایتکس   و  ٪ ٧٥اتانول  اسپری  ها و تجهیزات را با  کنید، پیپت  کار را پاک  پس از آزمایش، محل .١٥

  کنید.تمیز  ٪ ١٠

 ها هشدارها و محدودیت 

اصول   .۱ اساس  بر  باید  آزمایش  مراحل  پوشش   GLP١تمامی  دارای  دیده  آموزش  پرسنل  توسط 

محافظ   و  ای  آزمایش   ٢(PPE)حرفه  شود.  نمونهانجام  بر  بالینی  هود  های  در  باید  های عفونی 

دو   محیط    (Class II Biological Safety Cabinet)کلاس  شود.  BSL-2در  از  (  انجام  استفاده 

 Interim Laboratory Biosafety Guideline For Handling and Processing Specimenدستورالعمل:

Associated  (  

درصد تمیز    ۱۰د هود و یا استیشن مورد استفاده قبل و بعد از کار با وایتکس  شو پیشنهاد می .۲

 زده شود.   UVشود و همینطور بعد از کار لامپ 

جدا   کنترل مثبتاضافه کردن نمونه و  از فضای  سازی مخلوط واکنش  شود آماده پیشنهاد می .۳

 زیرا ممکن است نتایج مثبت کاذب به وجود آید. باشند 

 سازی مخلوط واکنش، آن را در تاریکی نگهداری نمایید.  آماده پس از  .۴

  

  

  

  

  

 
1 Good Laboratoty Practice 
2 Personal Protective Equipment  
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  ها  کنترل

  .: همواره یک نمونه کنترل منفی حاوی آب بجای نمونه استفاده شود(NTC). کنترل منفی ۱

  .واکنش استفاده شود یک جای نمونه در): از کنترل مثبت کیت بهPTCکنترل مثبت (. ۲

 

 گرفته شده های نگهداری نمونه

و برای نگهداری   گراددرجه سانتی  ٨تا    ٢ساعت در یخچال با محدوده دما از    ٨تواند کمتر از  نمونه می

 منجمد شده و نگهداری شود. گرادسانتی درجه -٢٠باید در دمای  ،مدت آنطولانی 

 

 خ انقضای کیتیتار

 تاریخ انقضای کیت بر روی جعبه محصول درج شده است.

  تداخلیعوامل 

EDTA (0.5M)  ،HCl (1N)1های سیلیس (، دانهµl ) خون ،(1µl) لیتر) و میلی   ۱۰۰گرم در    ۴۰)، اوره

قابل ردیابی    یکنند. وجود مهارکننده در واکنش با ژن کنترل داخلبافر لیز عملکرد آزمایش را مهار می 

 است. 

 سازی نوکلئیک اسید خالص 

اسید کیت جداسازی  توسط  باید  مایکوباکتریوم  های  نوکلئیک  مطابق   در موجوداستخراج  بازار 

 های جداسازی مواد بالینی خاص انجام شود.  پروتکل

از سلول باید  نمونه  از  جداهای  مواد  مایع  های خلطنمونه  شده   ،BALمایع م نای،  ترشحات  غزی  ، 

  استخراج شده باشد. نخاعی، مایع معده، و یا صفاق 

  در این کیت گنجانده نشده است. DNAکیت استخراج 
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  (Internal Control)کنترل داخلی
این کیت به همراه یک کنترل داخلی برای مصرف کننده نهایی تهیه شده است. این امر به کاربر  

را   PCRدهد تا هم فرآیند تخلیص را چک کند و هم احتمال وجود مواد مهار کننده  نهایی اجازه می

 1µlبه ازاء هر  µl 0.2بررسی نماید. به طور کل در این حالت کنترل داخلی موجود در کیت را به مقدار

را   TBشود. برای مثال اگر ژنوم تخلیص شده از  اضافه می  TB  باکتریاز حجم حل کردن نهایی ژنوم  

کنترل داخلی اضافه کنیم. به بیان   10µlبه آن نمونه کنیم باید در هنگام تخلیص آب حل می 50µlدر 

باشد. این کنترل نهایی می  (elution)دیگر حجم کنترل داخلی اضافه شده تنها تابعی از میزان الوشن  

اضافه    نمونهبه بافر لیز اضافه کرد و یا آن را به مخلوط بافر لیز و    توان به طور مستقیمداخلی را می

 نمونه نمود. این نکته قابل ذکر است که اضافه کردن کنترل داخلی به بافر لیز یا مخلوط بافر لیز و  

باید به صورت تازه صورت گیرد. همچنین کنترل داخلی به هیچ عنوان نباید به خود نمونه به صورت  

  PCRتوان کنترل داخلی را تنها در طی مرحله  ر غیاب بافر لیز اضافه شود. همچنین میمستقیم و د

این   در  نخواهد داشت.  بر روی مرحله تخلیص وجود  این حال هیچ گونه کنترل  در  اضافه کرد که 

 با  از این مخلوط     µl 15راضافه شده و سپس مقدا  master mixاز    µl 15از کنترل داخلی به   1µl حالت

10 µlدر صورت موفق بودنگردد.  از نمونه تخلیص شده مخلوط می PCR کنترل داخلی در،CT<34    

  سیگنال می دهد.  نارنجیدر کانال 

 سازی  آماده

لوله .  ۱ لوله ها را روی رک یخ بگذارید تا محتویات آنابتدا  های بافر واکنش، پرایمر ها ذوب شوند و 

 آرامی پیپتاژ و یا ورتکس کنید، سپس اسپین نمایید.مثبت را به پروب و کنترل 

  (IC)چنانچه کنترل داخلی    :مسترمیکس آماده نماییدمخلوط  ابتدا به تعداد نمونه ها    ویالدر یک  .  ٢

و    Master-Aمیکرولیتر از    ١٠مقدار  به ازای هر نمونه  را در زمان استخراج به نمونه ها اضافه کردید،  

پس از میکس نمودن مسترها در نهایت  ).  ٢اضافه نمایید (جدول    Master-Bلیتر از  میکرو  5سپس  

  میکرولیتر به ازای هر نمونه به میکروتیوب واکنش اضافه نمایید. ۱۵
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  در زمان استخراج اضافه شده است. ICبرای نمونه هایی که  مسترمیکس. آماده سازی ۲جدول 

  

 بهمی خواهید    PCR  استخراج استفاده نکردید و تنها در زمان  کنترل داخلی را در زمان  چنانچه.  ٣

از کنترل  1µl   به ویال،  B-Masterو    A-Masterپس از اضافه نمودن    اضافه کنید، TB مسترمیکس

پس از میکس نمودن در نهایت،  نیز به ازای هر نمونه به مسترمیکس خود اضافه نمایید.  داخلی را  

نمایید  ۱۵مسترها،   اضافه  واکنش  میکروتیوب  به  نمونه  ازای هر  به  را  از میکس مسترها  میکرولیتر 

  ).۳(جدول 

  

  

  

  

  

 

  اضافه می شود.  PCRدر زمان  IC. آماده سازی مسترمیکس برای نمونه هایی که ۳جدول 

 

  ١٠میکرولیتر از کنترل مثبت و    ١٠میکروتیوب ها را به منطقه کار با اسید نوکلئیک انتقال دهید،   .۴ 

ها را در  . سپس تیوب)  ٤(جدول    های مربوطه اضافه نمایید های بیمار را به تیوبمیکرولیتر از نمونه 

 تنظیم نمایید.  ٥دستگاه را طبق جدول  و  قرار داده ریل تایمدستگاه 

 

 

 

  

  . آماده سازی واکنش۴جدول 

   جدول نحوه آماده سازی واکنش
10 µl  TB Master-A  
5 µl TB Master-B 

15 µl Total Volume 

 جدول نحوه آماده سازی واکنش
10 µl  TB Master-A  
5 µl TB Master-B 
1 µl IC Control 

16 µl Total Volume 
  به ازاء هر نمونه برداشته شود .   µl 15به مقدار  µl 16 از

Volume Title 
15 µl  Master mix 
10 µl Sample/PTC/NTC 
25 µl Total Volume 
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  : نکته 

لوله به .۱ شود. در  باید گذاشته )No Template Control  )NTCعنوان    در هر بار انجام تست یک 

NTC  از آب استفاده می   به نمونه استخراج شده  واکنش جای  آلودگی  برای کنترل  شود که 

  کاربرد دارد.

 کنترل مثبت را تنها در زیر هود آلوده باز کنید.ویال بدر نظر داشته باشید که در .۲

 برنامه دمایی  

برای کانال Real-Time PCR هایدستگاه  دستورالعمل  شده  ت  Green  دارای  از وصیف  پس  است. 

 ABIصورت استفاده از دستگاه  در   .نیدی کزیر، واکنش را راه انداز کردن دستگاه مطابق برنامهتنظیم

StepOne  داخلیرفرنسرنگگزینه)Passive Refrence  را حذف کنید. برای آگاهی از نحوه تعریف کانال (

آورده    ۵جدول  به کاتالوگ دستگاه مراجعه کنید. مقادیر دمایی هر قسمت در    Rotor Geneدر دستگاه  

 شده است. 
 

Temperature Hold Cycle 

Pre-Denaturation 95 °C 5 min 1 

Denaturation 95 °C 20 sec 
45 Annealing and Acquisition on Channel Green 

and Texas RED 58°C 60 sec 

 . برنامه دهی دستگاه ریل تایم٥جدول 
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  در دستگاه ها تعریف طیف سنجش فلورسنت 
  Rotor-Geneدستگاه 

  . )۱(شکل  را انتخاب کنید Gain Optimizationی گزینه   Rotor-geneبدین منظور در دستگاه 

  

  

  . تنظیمات دستگاه ریل تایم روتورژن١شکل 

  

 Target sampleیبازه   نارنجیکانال سبز و    ۲برای هر    Optimise Acquiringی  در این صفحه با انتخاب گزینه 

range   ۲(شکل  فرض دستگاه) انتخاب شود (حالت پیش  ۱۰تا  ۵از(  .  

  

  . تنظیمات دستگاه ریل تایم روتورژن٢شکل 
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  ). ۳(شکل  باید برمبنای تیوب اول انجام شود دستگاه   Gainهمچنین

  . تنظیمات دستگاه ریل تایم روتورژن٣شکل 

  

  

بازه  انتخاب  از  گزینه پس  کانال،  هر  برای  مناسب  را   Perform Optimization Before 1st Acquisationیی 

  .)۴(شکل  انتخاب کرده، و پنجره را ببندید

  

  

  

  . تنظیمات دستگاه ریل تایم روتورژن٤شکل 
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   Rotor-Gene نتایجآنالیز 
 آنالیز نتایج توسط نرم افزار مربوطه و بر اساس دستورالعمل دستگاه انجام شود. در کانال رنگی .١

  قرار دهید. 0.02ی سبز، آستانه را در بازه

  را انتخاب نمایید. Slope Correctی گزینه Quantitation Analysisاز پنجره  .۲

 :)٦(جدول  در مرحله بعد از قسمت آنالیز باید نتایج را به صورت زیر تفسیر کرد

  

 .کاملا مشخص است  (A.FAM=green)سیگنال فلورسانس در کانال  .۱

بوده است.    TB ی  مثبت است و نمونه تخلیص شده از نمونه حاوی باکتر  TBنتیجه تست برای باکتری  

فلورسانس در کانال   این حالت، وجود سیگنال  ندارد  نارنجیدر  بودن   ،اهمیت  بالا  در صورت  زیرا 

اولیه ژنوم   یا اصلا وجود  تواند بسیار ضعمی  نارنجی  سیگنال در کانال  TB  باکتریغلظت  یف باشد 

  نداشته باشد. 

شود. در همین حین  مشاهده نمی (A.FAM=Green channel) هیچ سیگنال فلورسانسی در کانال.  ۲

  ۳۲تا    ۲۸بین     CT مربوط به کنترل داخلی دارای منحنی سیگموییدی و سیگنال در کانال نارنجی

  .می باشد. در این حالت نمونه منفی در نظر گرفته می شود

  .قابل مشاهده نیست Orangeو کانال A.FAM هیچ سیگنال فلورسانسی در کانال. ۳

  تست باید دوباره تکرار شود. .توان انجام داددر این حالت هیچ گونه نتیجه گیری در مورد تست نمی

 

Result  Orange Green  

TB-Positive  -  +  

TB-Negative  Ct≤32  -  

Invalid  -  -  

 . تفسیر نتایج٦جدول 
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،  Ignore Firstی  ، از گزینه۵شکل  مطابق    Linearاولیه در نمودار در حالت    Noiseدر صورت مشاهده   -٣

  نمایید.  Ignoreمشاهده شده،  Noiseسیکل را بسته به  3-5

  

 

 

 

 

 

 

  

  Noise. تنظیمات دستگاه در صورت وجود ۵شکل 

  

  

  

  

  

Noise 
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 Sensitivity Analyticalمیزان حساسیت : 

  ۱۰، یک سری رقت استاندارد از  Senmurv M. tuberculosis PCRبرای تعیین حساسیت تحلیلی کیت 

روی    ۰٫۱تا   و  شد  تنظیم  بر میکرولیتر  ژنوم  معادل  ژن    Rotor-Gene Qاسمی  شد.  تحلیل  و  تجزیه 

  ۸در    و   روز مختلف  ۳در    Senmurv M. tuberculosis PCRمایکوباکتریوم توبرکلوزیس در ترکیب با کیت  

کیت  آزمایش  تکرار   تحلیلی  تشخیص  حد  شد.  تعیین  پروبیت  تحلیل  و  تجزیه  با  نتایج  شد.  انجام 

Senmurv M. tuberculosis PCR    دستگاهدر Rotor-Gene Q   0. 5 = Copy/ µl    به  این به این معنی است که

  .شناسایی گردد Copy/reaction 5 ٪۹۵احتمال 

 

 نشانه ها 

.  

 

 

InVitro Diagnostic Medical Device    برای مصرف آزمایشگاهی  

  Catalog Number کد کالا  
  

Batch Number    شماره بچ تولید شده 
 

Temprature Limitation   محدودیت دمایی 
 

Concult Instructon For Use    مطالعه دستورالعمل 

 Content sufficent for <n> tets  تعداد تست  

 Use by   تاریخ انقضا  

 Manufacturer  آدرس  
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  اطلاعات تماس 

  گروه سین مورو-یاخته شرکت فناوری بن 

دوم )، کوچه متری ٢٤( خیابان استاد محمدعلی کشاورزان، سعادت آباد،تهردفتر مرکزی : 

  ، شرکت فناوری بن یاخته ٩شرقی، پلاک 

  ۰۹۳۰۱۸۲۱۶۰۱پشتیبان فنی :                                                     ۱۹۹۷۷۷۵۵۵۵کد پستی :  

  ٠٢١٢٢٠٨٢١٢٠  تلفن های تماس :

Web Site: www.Senmurv.co            Email: info@senmurv.ir 

 
 


